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b2W. Peptiden, Verfahren zu deren Herstellung und ihre 
Verwendung als Arzneimittal, insbesondere im Zusam- 
menhang mit Krebserkrankungen. 
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Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung hetrifft Konjugate aus Cytostatika und N-Thiocarhonylmodifizierten Aminosauren h7.\v. 
Peptiden, Verfahren zu deren Herstellung und ihre Verwendung als Arzneimittel, insbesondere irn Zusamrnenhang mit 
5 Krebserkrankungen. 

Die Chemotherapie bei Tumorerkrankungenist begleitet von meist scbwerwiegendenNebenwirkungen, bedingt durch 
die Toxizitat von Ciiemotherapeutika anf proliferierende Zellen anderer Gewebe. Seit vielen Jahren beschaftigen sicb 
Wisscnschaftler mit dern Problem der Verbesserung der Selektivitat von eingesetzten Wirkstoffen. Ein vielfacb vcrfolg- 
ter Ansatz ist die S ynthese von Prodrugs, die mehr oder weniger selektiv im Zielgewebe beispielsweise durch Veran.de- 

10 rung des pH-Wertes (z. B. Tietze et al M DE42 29 903), durch Enzyme (z. B. Glucuronidasen; Jacquesy et aL, EP 511 
917; Bosslet et al., EP 595 1^3) oder durch Antikorper-Enzym-Konjugate (Bagshawe et al., WO 88/07378; Senter et al„ 
US PS 4 975 278; Bosslet et aL, EP 595 133) freigesetzt werden. Problematisch bei diesen Ansatzen ist u. a. die man- 
gelnde Stabilitat der Konjugate in anderen Geweben und Organen und insbesondere die ubiquitare Wirkstoffverteilung, 
die sich an die extrazellulare Wirkstofffreisetzung im Tumorgewebe anschlieflt 

15 Im folgenden werden beispielhaft drei cytostatisch aktive Grundkorper aus verschiedenen Substanzklassen, die mit 
schweren Nebenwirkungen bebaftet sind, vorgestellt. 

Das heterocyclische Amin Batracylin (1) zeigt in verschiedenen Darmkrebs-Modelien eine gute Antitumorwirkung 
(US PS 4 757 072). \ 



20 

o 




(1) 

30 Peptidkonjugate von (1) mit guter In-vitro-Wirkung und gunstigeren Loslichkeitseigenschaften (US 4 180 343) sind 
im Tierversuch schlechter vertraglich als Batracylin selbsL So reichem sich z. B. die in EP 501 250 beschricbenen Fuco- 
se-Konjugate sehr stark in der Leber an. Glycokonjugate von Cytostatika, wie sie in unserer ebenfalls anhangigen An- 
rneldung PCT/96/01279 beschrieben sind, weisen zwar gunstigere Eigenschaften auf, sind aber synthetisch nur mit gro- 
Berem Aufv/and zuganglich. 

35 Das Chinolon-a (2) 7-[(3aRS, 4RS, 7aSR>4-Arruno-l,3 1 3a,4,7,7a-hexahydro-isoindol-2-yl]-8-chlor-l^ 

propyl-6-tluor-l,4-dihydxo-4-oxo-3-chinolincarbonsaure zeigt neben einer hervorragenden antibakteriellen ALktivitat 
auch eine sehr gute Wirksarnlceit gegenuher verschiedenen T^irnorzellinien (EP 520 240, JP 4 253 973). Dern stehen je- 
doch erhebliche toxikologische Probleme gegeniiber (z. B. Genotoxizitat, Knochenmarks-Toxizitat, hone akute Toxizitat 
in vivo etc.). 

40 



45 



50 




COOH 



(2) (Chinolon-a) 

20(S)-Camplolherin (3) ist ein penlacyclisches Alkaloid, das 1966 von Wall et al isoliert wurde (J. Amer. Chem. Soc. 
55 88 (1966) 3888). Es besitzt ein hohes Antitumor-Wirkpotential in zahlreicben In-vitro- und In-vivo-Tests. Leider schei- 
rerte jedoch die Realisierung des vielversprechenden Potentials in derXlinik an Toxizitats- und T,6sUchkeitsprob]emen. 

Durch Offhung des E-Ring-Lactons und Bildung des Natriumsalzes wurde eine wasserlosliche \ferbindung erhalten, 
die in einem pH-abhangigen Gleichgewictit mit der ringgeschlossenen Form steht. Klinische Studien fuhrten auch hier 
bisher nicht zum Erf olg. 

60 
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Etwa 20 Jahre spacer wurde gefunden, daB die biologische Aktivitat auf eine Enzyminhibition der Topoisomerase I zu- 
ruckrufuhren ist Seitber wurden die Forschungsaktivitaten wieder verstarkt, urn vertraglichere und in vivo wirksame 
Camptothecin-Derivate zu finden. 

Zur Verbessemng der Wasserlbslicbkeit warden z. B. Salze von A-Ring- undB-Ring-modifizierten Camptothecin-De- 
rivaten sowie„von 20-O-Acyl-Derivaten mit ionisierbaren Gruppen beschrieben (Vishnuvajjala et al., US 4 943 579). 
Das letztere Prodrug-Konzept wurde spater auch auf modinziertc Camptothecin-Derivate ubertragen (Wani et al, WO 
96/02546). Die beschriebenen 20-O-Acyl-Prodrugs haben aiierdings in vivo eine sear kurze Halbwertszeit und werden 
sehr schnell zum Grundkorper gespalten. 

Wir fanden nun, daB die Modi&zierung von Cytostatika wie z, B. Barracylin, antitumoraktive Chinolone (wie z. B. 
Chinolon-a) oder Camplolhecin bzw. CanLploQiecin-DerivaLeiiuLN-lnioearbonyl-modirizierlen Aininosauren zu neuen 
Verbindungen mit uberraschenden, hochinteressanien Eigenschaften fuhrt; 

- Die so erhaltenen Konjugate sind synthetisch gut zuganglich und zeigen in vitro eine ahnlich hobe Aktivitat ge- 
geniiber verschiedenen Tumorzellinien und 1\imorxenografts wie das zugrundeliegende Toxophor. 

- In Abhangigkeit von der Zusarnmensetzung der N-thiocarbonyi-rnodifizierten Aminosauren zeigen die erfin- 
dungsgemafien Konjugate im Vergleich zu den zugrundeliegenden Cytostatika wesentlich verbesserte Loslichkeits- 
eigenschaften. 

-Sie weisen gegeniiber den zugrundeliegenden Toxophoren eine hbbere Vertraglichkeit und Turnorselekti vital auf. 

- In vivo zeigen sie eine gute bis sehr gute therapeutische Aktivitat. 

- Sie sind in extrazellularem Medium und in Blut wesentlich stabiler als die zuvor beschriebenen rekien Amino- 
saure-Prodrugs von Batracylin, Chinolonen oder von Camptothecin-Derivaten. 

- Im Fall von 20-O-Acylierungen von Camptothecin-Derivaten wird durch die esterartige Verknupfung der Car- 
rier-Reste mit der 20-Hydroxygruppe der fiir die Wirkung wichtige Lactonring stabilisiert 

Die Erfindung betrifft Verbindungen der allgemeinen Formel (I) 



10 



is 



20 



25 



30 



35 



s 



(Ar-X-NH-C -) n M-C 



40 



worm 



s 

(Ar-X-NH-C— ) n 

fur 1 bis n' gleiche oder voneinander verschiedene Gruppierungen 
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s 

Ar-X-NH-C — 

steht, wobei n eine Zahl 1 bis n' bedeutet und n 1 der maximalen Zahl moglicher Anknupfungsstellen von M entspricht, 
worin 

Ar Sir einen AryLrest mil bis zu 10 Kohlenstoffatomen steht, der zusatzlich zu X gegebenenfalls ein- oder mehrfach sub- 
stituiertsein kann durch Alkyi mit bis zu 6 Kohlenstoffatomen, Alkoxy rnitbis zu 6 Kohlenstoffatomen. Alkoxycarbonyl 
mit bis zu 6 Kohlenstoffatomen, Carboxy, Carboxyalkyl mit bis zu 6 Kohlenstoffatomen, Cyano, Nitro, Isocyanato, Isot- 
hiocyanato, Halogen, Sulfonyl und/oder SuLfonarnid, 

X far eine direkte Einfachbindung oder fur Alkylen mit bis zu 6 Kohlenstoffatomen steht, 

M fur ein Mono-, Di-, Tri- oder Tetrapeptid steht, das tiber die a-Aminogruppe und/oder iiber Amino- und/oder Hy- 
droxygruppen der Seitenketten mit den n gleichen oder voneinander verschiedenen Gruppierungen 
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s 
n 

Ar-X-NH-C— 

5 

verkniipft ist, wobei weitere funkdonelle Gruppen des Peptids gegebenenfalls Schutzgruppen tragen konnen, 

C fur einen Rest eines Cytostatikums oder eines Cytostatikum-Derivats steht, das iiber eine Aminofunktion oder iiber ein 

Sauerstoffatom mit M verknilpft ist, 

sowie deren Stereoisomers, Stereoisomerengemische und Salze. 

to C kann eine interkalierende Substanz, ein Topoisomerase-Inhibitor, ein Antimetabolite ein Alkylanz, ein lubulinhem- 
mer, ein TyrosinphosphokitJase-Inhibitor, ein Proteinkinase«C-Inhibitor oder ein Wirkstoff mit einem anderen oder un- 
bekannten cytostatischen oder cytotoxischen Wirkmechanisrnus sein. C kann beispielsweise ein Nucleosid, ein Endiin- 
Antibiotikum, eine Chinolon- oder Naphtyridoncarbonaure oder ein cytotoxisches Peptidanlibiotikum z. B. aus der 
Klasse der Dolastatine sein. C kann Batracylin, Chinolon-a, 5-Fluoruracil, Cytosinarabinosid, Methotrexat, Etoposid, 

15 Camptothecin, ein Camptothecin-Derivat, Daunomycin, Doxorubicin, Taxol, Vinblastin, Vincristin, Dynernicin, Cali- 
cheamycin, Esperarnycin, Quercetin, Suramin, Erbstatin, Cyclophosphamid, Mitomycin C, Mclplialan, Cisplatin, Bleo- 
mycin, Staurosporin oder ein ariderer antineoplastiscb aktiver Wukstoff sein. 

Der Begriff "Alkylgruppen" soil hierin sofern nicht anders angegeben geradkettige, verzweigte, cycliscbe and Cyclo- 
alkylreste enthaltende Alkylreste umfassen. Diese Definition soli sinngemaB auch fur alle anderen Alkylgruppen enthal- 

20 tenden Resle gelLen, wie beispielsweise Alkoxy etc. 
Bevorzugt sind Verbindungen der Formel (I), worin 
Ar fiir einen Phenyl rest steht, der para- standi g zu X noch Hydroxy, Carhoxy, Isothiocyanato oder Halogen tragen kann. 

Weiterhin bevorzugt sind Verbindungen der Formel (I), worin 
X fiir eine Einfachbindung oder fur Methyien steht. 

25 Weiterhin bevorzugt sind Verbindungen der Formel (I), 
worin 

M fur ein Mono- oder fiir ein Dipeptid steht, das iiber die a-Aminogrruppe und/oder iiber Amino- und/oder Hydroxy- 
gruppen der Seitenketten mit den n gleichen oder voneinander verschiedenen Gruppierungen 

30 

s 

Ar-X-NH-C — 

35 verkniipft ist, wobei weitere funkdonelle Gruppen des Peptids gegebenenfalls Schutzgruppen tragen konnen. 

Bevorzugt bestehen die Peptide M aus Aminosaureresten, die sich abieiten von Aianin, Asparaginsaure, Cjiutamin- 
saure, Glycin, Leucin, Histidin, T.ysin, Ornithin, Serin, T^rosin, Valin, Diaminopropionsaure, a, v-Diaminoburtersaure 
oder Phenylalamin, wobei mehrere Aminos aurereste sowohl iiber die a-Arninogruppe als auch gegebenenfalls iiber die 
^eitenketten-Arninofunklionen oder auch iiber beide Funktionen peptidisch verknilpft sein konnen. 
40 Falls M weitere funkdonelle Gruppen tragt, so sind diese bevorzugt deblockiert. 

Weiterhin bevorzugt sind Verbindungen der Formel (I), worin C fur einen Batracylin-, Methotrexat-, Chinolon-a-, Eto- 
posid-, Mclphalan,- Taxol-, Camptothccin-Rcst, ein im A-Ring oder B-Ring modifizicrtcs Carnptothccin-DcrivaU einen 
Daunomycin- oder Doxorubicin- Rest steht, wobei C iiber eine Amino- oder Hydroxy funktion mit M verkniipft isL 
Die erfindungsgemaBen Verbindungen konnen in stereoisomeren Formen, beispielsweise als Enandomere oder Dia- 
45 stereomere, oder als deren Gemische, beispielsweise als Racemat, vorliegen. Die Erfindung betrifft sowohl die reinen 
Stereoisomere als auch deren Gemische. 

Die Stereoisomerengemische konnen, falls erforderlich, in bekannter Weise in die stereoisomer einheitlichen Bestand- 
teile getrennt werden, beispielsweise durch Chromatographic oder durch Kristallisationsverfahren. 
Die Aminosaurereste konnen jeweils in der D-Form oder in der L-Form vorliegen. 
50 Die Nomenklatur der Aminosauren folgt den von der IUPAC aufgestellten Regeln. Bei f eh lender Angabe der S tereo- 
chemie wurden Aminosauren der L-Form eingesetzt. 

Die ernndungsgemal3en Verbindungen konnen auch in Form ihrer Salze vorliegen. Im allgemeinen seien hier Salze 
mit organischen oder anorganischen Basen oder Sauren sowie innere Salze genannl. 

Zu den Siiuren, die addierL werden konnen, gehoren vorzugsweise HalogenwasserstoITsauren, wiez. B. die Chlorwas- 
55 serstcfFsaure und die Bromwasserstoffsaure, insbesondere die Chlorwasserstoffsaure, ferner Phosphorsaure, Salpeter- 
saure, Schwefelsaure, mono- und bifunktionelle Carbonsauren und Hydroxy carbon sauren, wie z. B. Essigsaure, Trifiu- 
oressigsaure, Maleinsaure, Malonsaure, Oxalsaure, Gluconsaure, Bemsteinsaure, Fumarsaure, Weinsaure, Zitronen- 
saure, SalizyLsaure, Sorbinsaure und Milchsaure sowie Sulfonsauren, wie z. B. p-Toiuolsulfonsaure, 1,5-Naphthalin-dis- 
ulfonsaure oder Camphersulfonsauie. 
60 Physiologisch unbedenkliche Salze konnen ebenso Metall- oder Ammoniumsalze solcher erfindungsgemaBen Verbin- 
dungen sein, die eine freie Carboxyigruppe besitzen. Besonders bevorzugt sind z. B. Natrium-, Kalium-, Magnesium- 
oder Calciumsalze, sowie Ammoniumsalze, die abgeleitet sind von Ammoniak oder organischen Aminen wie beispiels- 
weise Ethylamin, Di- bzw. Triethylamin, Di- bzw. Triethanolamin, Dicyclohexylaxnin, Dimethylaminoethanol, Arginin, 
Lysin, Ethylendiamin oder Pbenethylamin. 
65 Die Erfindung betrifft weiterhin ein Verfabxen zur Ilerstellung von Verbindungen der allgemeinen Formel (I), dadurch 
gekennzeichnet, daB man Verbindungen der allgemeinen Formel (II) 

M'-C (II), 

4 
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worin C die oben angegebene Bedeutung hat und M r fiir einen Rest M steht, der an den gewiinschten Verkntipfongsstel- 
len Wasserstoffatome tragi und dessen iibrige potentielle VerkntipPangsstellen durch Schufrgruppen blockien. sind, 
mit Verbindungen der allgerneinen Formel (EH) 

Ar-X-N = C = i> (Iff) 

in geeigneten Losemitteln in Gegenwart einerBase zu Verbindungen der allgerneinen Formel (la) 

Ar-X-NH-C-M"-C 

umeetzt, # .... 
worin Ar, X und C die oben angegebenen Bedcutungen haben und M" fiir einen Rest M steht, dessen weitere potenUelle 
Verkniipfungsstelien durch Schutzgruppen blockiert sind, 
und im Fall der Einfuhrung weiterer Gruppen 

s 

li 

Ar-X-NH-C— 

die sich von der bzw. den zunachst eingefuhrten unterscheiden, die entsprechenden Schutzgruppen gegebenenfalls selek- 
tiv von den Verbindungen der Formel (la) abspaltet, diese in der oben angegebenen Weise mit weiteren Verbindungen der 
allgerneinen Formel (HI), die sich von den zunachst eingefuhrten unterscheiden, umsetzt und gegebenenfalls diese Re- 
aktionssequenz zu EinfUhrung weiterer von den eingefuhrten Resten verschiedener Reste 

s 

Ar-X-NH-C— 

wiederholt, und daB man verbleibende Schutzgruppen gegebenenfalls abspaltet. 35 

Die erfindungsgemaBen Konjugate konnen beispielsweise hergestellt werden durch Verkniipfung von Hydroxy- oder 
Aminogruppen tragenden Cytostatika-Derivaten (z. B. Batracylin, Chinolone oder Campr.othecine) mit. aktivierten Car- 
fa oxylkomponenten, die ihrerseits Teile von geschutzten Aminosauren, Peptiden oder N-thiocorbonyl-modifizierten Pep- 
tiden darstellen konnen. 

Die Verbindungen der allgerneinen Formel (II) sind zuganglich, indem man nach ublichen Methoden der Peptidcne- 40 
mie gegebenenfalls geschutzte Aimnosaurebausteine an Amino- oder Hydroxyfunktionen von C ankntipft und gegebe- 
nenfalls durch schrittweisc Einfuhrung weiterer Aminos aurcbaustcinc cine Pcptidkcttc aufbaut. Altcmativ konnen auch 
gegebenenfalls Schutzgruppen tragende Peptid-Bausteine nach ublichen Methoden mit C verkmipft werden. 

Die Reaktionen konnen bei verschiedenen Druck- und lemperaturverhaltnissen, beispielsweise 0,5 bis 2 bar, bzw. -30 
bis +100°C, in geeigneten Losungsmitteln wie Dimethylformamid (DMF), Tetrahydrofuran (THF), Dichlormethan, 45 
Chloroform, niederen Alkoholen, Acetonilril, Dioxan, Wasser oder in Cemischen der genannten Losungsmittel durchge- 
fiihrt werden. In der Regel sind Reaktionen in DMF oder THF/Dichlormethan bei Normaldruck undbei einer Temperatur 
von 0 bis 60°C, insbesondere bei etwa Raumtemperatur. bevorzugt 

Fiir die Aktivierung der Carboxylgruppen kommen die in der Peptidchemie bekannten Kupplungsreagenzien wie sie 
z. B . in Jakubke/Jescbkeit; Arninosauren, Peptide, Proteine; Verlag Chemie 1982 oder Tetrahedr. Lett. 34, 6705 (1993) 50 
beschrieben sind, in Frage. Bevorzugt sind beispieLsweise Saurechioride, N-Carbonsaureanbydride oder gemischte An- 
hydride. . 

Weiterhin bevorzugt zur Akdvierung der Carboxylgruppen ist die Bildung von Addukten mit Carbodiimiden z. B. 
N,N'-Dielhyl-, N,N'-Diisopropyl-, N^T-Dicyclohexylcarbodiiiuid, N<3-Dimemylaininopropyl)-N , -eLhyl-carbodiiinid- 
Hydrochlorid, N-Cyclohexyl-N'-(2-moiTDboUnoethyl)-carboQirmd-memo-p-tol^ oder Carbonylverbindungen 55 

wie Carbonyldiimidazol, oder 1 ,2-Oxa7:oliurnverbindungen wie 2-Ethyl-5-phenyl-l,2-oxa7.o1ium-3"Sulfat oder 2-tert- 
Butyl-5-methyl-isoxazolium-perchloraU oder Ac^laminoverbindungen wie 2-Ethoxy-l-ethoxycarbonyl-l,2-dihydrochi- 
nolin, oderPropanphosphonsaureanhydrid, oder Isobutylchloroform, oderBenzotriazolyloxy-uis(dimethylainino)phos- 
phonium-hexafluorophosphat, 1-Hydroxybenzotriazol oder Hyotoxysuccirinudester. 

Als Basen konnen beispielsweise Triethylamin, Hiinig-Base, Ethyl- diisopropylamin, Pyridin, N,N-Dimethylaminopy- 60 
ridin oder andere eingesetzt werden. 

Als Schutzgruppen fiir eventuelle weitere reaktive Funktionen im Cytostatikum-Teil oder fiir Drittfunktionen der 
Aminosauren konnen die in der Peptidchemie bekannten Schutzgruppen beispielsweise vom Urethan-, Alkyl-, Acyl-, 
Ester- oder Amid-TVp eingesetzt werden. 

* Aminoschutzgruppen im Rahmen der Erfindung sind die ublichen in der Peptid-Chemie verwendeten Aminoschutz- 65 
gruppen. 

Hierzu gehdren bevorzugt Benzyloxycarbonyl, (Cbz) 3, 4-Dimethoxy benzyloxycarbonyl, 3,5-Dimethoxybenzylox- 
ycarbonyl, 2,4-Dimethoxybenzyloxycarbonyl, 4-Methoxybenzyloxycarbonyl, 4-Nitrobenzyloxycarbonyl, 2-Nitroben- 
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zyloxycarbonyl, 2-Nilro-4,5-diine&oxybenzyloxyearbonyl, Methoxycarbonyl, Ethoxycarbonyl, tert-Butoxycarbonyl, 
(Boc) Allyloxycarbonyl, Vinyloxycarbonyl, 3,4,5-Trbiethoxybenzyloxycarbonyl, Phtbaloyl, 2,2,2-Trichlorethoxyear- 
honyl, 2,2,2-Trichlor-tert-butoxycarbonyl, Menfhyloxycarbonyl, 4-Nitrophenoxycarbonyl, Fluorenyl-9-methoxycarbo- 
nyl (Fmoc), Formyl, Acetyl, Propionyl, Pivaloyl, 2-Chloracetyl, 2-Bromacetyl, 2,2,2-TVifluoracetyl, 2,2,2-Trichlorace- 
5 tyl, Benzoyl, B enzyL 4-Chlorbenzoyl, 4-Brombenzoyl, 4-Nitrobenzoyi, Phthalimido, Iso valeroyl oder B enzy loxymethy- 
len, 4-Nitrobenzyl, 2,4-Dinitrobenzyl, 4-Nitrophenyl oder 2-Nitrophenylsulfenyl. Besonders bevorzugte Schutzgruppen 
sind Fmoc, Boc und Cbz. 

Die Abspaltung von Schutzgruppen in den entsprechenden ReaktLonsschritten kann zum Bei spiel durch Saure- oder 
Baseneinwirkung, hydrogenolytisch oder auf andere Weise reduktiv erfolgen. 

10 

y Biologische Testung 

1. Wachstumsinhibidonstest zurBestirmnung der cytotoxischen Eigenschaften 

15 Die humanan Dickdarmtumorzellinien SW 480 und HT 29 (XTCC-Nr. CCL 228 und HBT-38) sowie die Maus-Mela- 
nom-Zellinie B16F10 wurden in Rouxschalen in RPMI 1640 Medium unter Zusatz von 10% FCS gezogen. Anschlie- 
fiend wurde trypsiniert und in RPMI plus 1 0% FCS zu einer Zelizahl von 50.000 Zellen/ml aufgenommen. 100 ul Zeli- 
suspension/Well wurden in eine 96 Mikrowellplatte gegeben und 1 Tag bei 37°C im C0 2 -Bnitschrank inkubiert. An- 
schlieBend wurden weitere 100 ul RPMI Medium und 1 ul DMSO mit den Pnifsubstanzen zugesetzt. Das Wachstum 

20 wurde nach Tag 3 und Tag 6 uberprufl. Dazu wurde zu jedem Mikrowell 40 ul MTT-Losung (3-(4,5-Dmietfiyllhiazol- 
2-yl)-2,5-diphenyltetrazolinbromid) mit einer Ausgangskonzentration von 5 rng/ml H 2 0 zugesetzt Es wurde 5 Stunden 
im C0 2 -Brutschrank bei 37°C inkubiert An schliefiend wurde das Medium abgesaugt und 100 ul i-Propanol/Well zuge- 
setzt Nach 30 xnin. SchUtteln mit 100 ul H 2 0 wurde die Extinktion bei 540 nm mit einem Titertek Multiskan MCC/340 
(Flow) gemessen. 

25 Die cy totoxische Wirkung ist in der Tabelle 1 als IC50- Wert jeweils fur die SW 480- und HT 29- und B 1 6F1 0-Zeliinie 
angegeben: 

Tabelle 1 

30 



Beispiel 


IC 50 /^M 
SW480 


IC 50 /(iM 
HT29 


IC 50 / nM 
BI6F10 


1.2) 


25 


40 




1.3) 


45 


70 




1.4) 


40 


40 


30 


15) 


250 


400 




1.6) 


550 


800 





50 



55 



60 
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Beispiel 




50 t*"-'- 


IC«a / uM 




SW480 


HT29 


B16F10 


5 


2.1) 


20 


9 


9 




2.2) 


15 


6 


4 


10 


2.3) 


0,9 


0,7 ; 


0,2 ; 




2.4) 


0,8 


0,9 


1 


IS 


2.5) 


200 


>200 


200 




2.6) 


0,2 


0,3 


0,06 


20 


2.8) 


0,2 


0,1 


°> l 




2.9) 


2 


2 


1 




2.10) j 


2 


2 


0,4 


25 


2.11) J 


60 


150 


30 




3) 


3 


2 


1 


30 


4.1) 


0,01 


0,02 


0,1 




4.2) 


0,07 


0,06 


0,3 


35 


4.3) 


0,02 


0,02 


0,1 




4.4) 




0,2 


0,6 




4.5) 


0,3 


0,2 


0,8 




4.6) 


0,2 


0,15 


0,5 


45 


4.7) 


0,1 


0,06 


0,3 




4.8) 


0,3 


0,15 


0,8 


50 


4.9) 


0,02 


0,015 


0,2 




4.10) 


0,02 


0,01 


0,2 




4.11) 


0,06 


0,03 


0,2 


55 



60 

2. Hamatopoctischc Aktivitat von Konjugatcn im Vergleich zurn zugrundeliegenden Wirkstoff 

Material und Methoden 



- Knochenmarkzellen wurdcn aus dern Femur der Maus gespulL 10 5 -Zelien werden in McCoy SA-Medium (0,3% 
Agar! zusammen mit rekombmanten murinen GM-CSF (Genzyme; St^f^oloMM^ und den ^bstanzen 
(ICT* bis 100 ug/ml) tei 37°C und 7% C02 inkubiert. 7 Tage spater wurden die Kolomen (<50 Zellen) und Kluster 
(17-50 Zellen) ausgezahlt. 
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Ergebnisse 

Wie in TaheUe 2 dargestelUzeigen die untersuchten ^Conjugate eine gegeniiber dern zugrundeliegenden WirlcstofTeine 
drastisch verrninderte Hemmung der Knochenmarkstaminzellproliferation. 

5 

Tabelie 2 

Hemmung der CSF-induziertcn Proliferation von Knochenmarkstorrimzellen der Maus 



Beispiel 


IC 50 [ng/ml] 


Chinolon-a 


0,2 


2.4) 


60,0 


Camptothecin 


0,4 


4.4) 


10 


4.9) 


22 



3. In-vivo-Hemmung des TurnorwachstumsimNacktmaus-Modell 

30 Material 

FUr alle in-vivo-ExperimentezurUntersuchung der Hemmung des Tumorwachstums wurdea athymischeNacktmause 
(NMRI nu/nu-Stamm) verwendet. Das ausgewahlte groftzellige Lungenkarzinorn LXFL 529 wurde durch serielie Pas- 
sage in Nacktmausen entwickelL Der rnenschliche Ursprung des Tumors wurde durcb isoenzymatische und irnmunohi- 
35 stochemische Methoden belegt. 

Experim entailer Aufbau 

Der Tumor wurde subcutan in beide Flanken von 6 bis 8 Wochen alten nu/nu-Nacktmausen implantiert. Die Behand- 
40 lung wurde, abhangig von der Verdopplungszeit, gtstartet sobald die Tumoren einen Durchmesser von 5-7 mm erreicht 
hatten. Die Mause warden der Behandmngsgruppe und der Kontrollgruppe (5 Mausepro Gruppe mit 8-10 auswertbaren 
Tumoren) durch Randomisicrcn zugctcilt Die cinzclncn Tumoren der Kontrollgruppe wuchscn allc progrcssiv. 

Die Grofle der Tumoren wurde in zwei Dirnensionen mittels Schiehlehre vermessen, Das Turnorvolumen, das gut mit 
der Zellzahl korreliert, wurde anschlieBend fur alle Auswertungen verwendet Das Volumen wurde gemaB der Formel 
45 "Lange x Breite X Breite/2" berechnet ([a x b 2 ]/2, a bzw. b stehen fur zwei rechtwinklig angeordnete Durchmesser). 

Die Werte des relativen Tumorvolumens (RTV) wurden fur jeden einzelnen Tumor durch Dividieren derTumorgroSe 
am Tag X mit der TumorgroBe des Tages 0 (zum Zeitpunkt der Randornisierung) berechnet Die zniitleren Werte des RTV 
wurden dann fiir die weitere Auswertung verwendet. 

Die Hemmung der Zunahme des Tumorvolumens (TVimorvolumen der Testgruppe/Kontroligruppe, T/C, in Prozent) 
50 war der abschlieBende MeBwert. 

Behandlung 

Die Applikation der Verbindungen erfolgle an Tag 1, 2 und 3 nach Randornisierung intraperitoneal (i.p.). 

55 

Krgebnisse 

Anhand der Verbindung aus Beispiel 4.4) ist die therapeunsche Wirksarnkeit der erfindungsgemaBen Konjugate ge- 
geniiber detn groflzelligen humanen Lungentumorxenografts LXFL 529 dargestellt Die Therapie fuhrt bei der maximal 
60 tolerablen Dosis (MTD) und bei der Halfte der MTD zu Tbmorremissionen. 
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Tubelle3 



Therapie 


Dosis 
[mg/kg/Tag] 


Uberlebens- 
zeit 
Page] 


Zahlder 
Tumore 
[Tag 21] 


relatives 
Tumorvolumen 

an Tag 21 
[Vt des Tags 0] 


relatives 
Korpergewicht 

an Tag 21 
[% des Tags 0] 


Kontroli- 


- y 


>39 35 
35 >18 
>35 


16 


1137 


111,6 


Beispiel 
4.4) 


6,25 
(MID) 


7 >43 
>43 >43 
>43 


9 


0,2 


113,0 


Beispiel 
4.4) 


3,125 


>43 >43 
>43 >43 


7 


69,5 


105,8 - 



Die erfindungsgemaBea Verbindungen weisen sowohl ia-vitro als auch in- vivo eine uberraschen Starke cytotoxiscbe 25 
Wirksarnkeit gegenuber verschiedenen Tumoren, insbesondere solchen der Lunge und des Dickdarms, verbunden rni t ei- 
ner groBen Selektivitat gegeniiber nicht malignen Zellen auf . 

Sie eignen sich daher zur Behandlung von Krebserkrankungen, insbesondere von solchen der Lunge und des Dick- 
darms* 

Zur vorliegenden Erfindung gehoren pharmazeutische Zubereitungen, die neben nicht-toxischen, inenen pharmazeu- 30 
tisch geeigneten Tragerstoffen eine oder mehrere erfindungsgerriaBe Verbindungen enthalten oder die aus einem oder 
mehreren erfindungsgemaflen Wirkstoffen bestehen, sowie Verfahren zur Herstellung dieser Zubereitungen. 

Der oder die Wirkstoffe konnen gegebenenfaUs in einem oder mehreren der oben angegebenen Tragerstoffe auch in 
mikroverkapselter Form vorliegen. 

Die therapeutisch wirksanien Verbindungen soiien in den oben aufgefuhrten pharmazeutischen Zubereitungen vor- 35 
zugsweiseineinerKonzentrationvonetwaCU bis 99,5, vorzugsweise von etwa 0,5 bis 95 Gew.-%, derGesamtmischung 
vorhanden sein. 

Die oben aufgefuhrten pharmazeutischen Zubereitungen konnen aufier den erfindung sgernaSen Verbindungen auch 
weitere pharmazeutische Wirkstoffe enthalten. 

Im allgerneinen hat es sich sowohl in der Human- als auch in der Veterinamiedizin als vorteilbaft erwiesen, den oder 40 
die erfindimgsgemaBen Wirkstoffe in Gesamtmengen von etwa 0,5 bis etwa 500, vorzugsweise 5 bis 100 mg/kg Korper- 
gewicht jc 24 Stundcn, gegebenenfaUs in Form mchrcrcr Einzclgafecn, zurErziclung der gewunschten Ergcbnissc zu vcr- 
abreichen. Eine Einzelgabe enthalt den oder die erfLndungsgeniiBen Wirkstoffe vorzugsweise in Mengen von etwa 1 bis 
etwa 80, insbesondere 3 bis 30 mg/kg Korpergewicht. 

45 

Synthesebeispiele 

Alle Thiocarbonyl-Aminosaure- bzw. Thiocarbonyl-Peptidkonjugate, die Gegenstand dieser Erfindung sind, werden 
nach der folgenden allgemeinen Vorschrift synthetisiert: 

Eine Losung von 1 mmol des zugrundeliegenden Aminosaure- bzw, Peptidkonjugats in 50 mi absolutem Dimethylfor- 50 
mamid wird mit je 1,1 mmol des entsprechenden Isothiocyanats pro freier Arninogruppe versetzt. Nach Zugabe von 
1,74 ml (10 mmol) Ethyldiisopropylamin wird der Ansatz bei Raumtemperatur genihrt bis sich im Dunnschichtchroma- 
togramm kein Aminosaure- bzw. Peptidkonjugatmehr nachweisen laflt, langstens jedoch 16 h. Man engt i. Vak. ein und 
reinigt den Riicksland nach TVocknung i. Hochvak, durch Rash-Chromatographie an Kieselgel 1. B. mil einem Ethylace- 
tat/Petrolether- oder einem Dichlormethan/Methanol-System. Auch mehrmaliges Umf alien aus Dichlormethan/Metha- 55 
nol 1 : 1 (v/v) mit Diethylether ergiM vielfach reine Produkte. 

Verbleibende Schutzgruppen werden anschlieBend in einer zweiten Stufe nach literaturbekannten Verfahren entfemt 
(eine Fluorenyl-9-meihoxycarbonyi-Gruppe z. B. mit Piperidin in absolutem Dimethylformamid bei Raumtemperatur; 
eine tert-Butoxycarbonyl-Gruppe z. B. mit THftuoressigsaure in absolutem Dichlormethan bei Raumtemperatur). 

Die entsprechenden Isothiocyanate sind im Chemikalienfachhandel zu erwerben oder werden nach uteraturbekannten 60 
Methoden synthetisiert. 
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Vorsuifen: Aininosaure- bzw. PepUdkonjugate 
Bei spiel 1.1 

N-[^-(Huorenyl-9-methoxycarbonylHysyl]-batracyUn, Trifluoracetat 




1. 1 , a ) N- tN a Ktert-Butoxycarbonyl)-N e -(fluorenyl-9-iiiBthoxycarbonyl)-lysyl]-batracy lin 

^(lert-ButoxycarbonyO^-Cfluorenyl^methoxycarbonyO-lysin (5,3 g, 11,3 mmol) und 2-Isobutoxy-l-isobutox- 
ycarbonyl-l,2-dihydro-chinoiin (4 ml, 14 mmol) werden in 40 ml Dichlormethan gelost Nach 20 nun. Ruhren bei 
30 Raumtemperatur setzt man eine Losung von Batracylin (2,5 g, 10 mmol) in Dimethylfonnamid (80 ml) zu und riiiirt den 
Ansalz fur weitere 24 h bei Raumtemperatur. Anschliefiend wird im Vakuam eingeengt bis Kristallisation einsetzt Die 
erhaltene Suspension wird mit Ethanol (500 ml) versetzt und fur 1 h unter RiickftuB gekocht. Nach Abkuhlung auf 
Raumtemperatur wird das Produkt abfiltriert und mit Aceton und dann mit Diethylether gewaschen. Man erhak gelbe 
Kristalle (5,9 g, 84%) [DC (Ethylacetat): Rp 0,57; Schmp. = 158°C (Zers.)]. 

35 

1.1) N^-CFiuorenyl^-memoxycarbonyp^ysyll-batracyiin, Iriftuoracetat 

Hnc Suspension der obigen Verbindung (5,6 g, 8 mmol) in Dichlormethan (75 ml) wird mit wasserfreier Trifluores- 
sigsaure (25 ml) versetzt und die resultierende Losung fur 90 min. bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Einengen im Va- 
40 kuum wird der Riickstand durch Zugabe von Diethylether (200 ml) kristallisiert Der Niederschlag wird abfiltriert und m- 
tensiv mit Diethylether gewaschen. Nach mehrmaligem Umfallen aus Dichlormethan/Methanol 1 : 1 mit Diethylether 
crhaltman gclb-orangc Kristalle (5,13 g, 90%) [DC (Ethylacetat): Rf = 0,05; Schmp. = 162°C (Zcrs,)]. 

BeispielL2 

45 

N- [Seryl-D-alanyl]-b atracylin, Trinuoracetat 




1.2,a) N-[N-Benzyloxycarbonyl-D-alanyl]-batracylin 

60 

N-Benzyloxycarbonyl-D-alanin (3,9 g, 17,5 mmol) wird in Analogie zu Bcispiel LI. a mit Batracylin (4,1 g, 
1 6,4 mmol) umgesetzt. Nach Einengen im Vakuum auf 50 ml wird mit Ethylacetat auf 300 ml aufgefiillt und sofort fur 
lOmin. zum Sieden erhitzt. Anschlieflend laBt man auf Raumtemperatur abkuhlen, filtriert ab und kocht das Filtergut er- 
neut mit Ethylacetat (200 mi) aus. Abkiihlung unter Riihren auf 0°C und Filtration ergibt gelbe Kristalle. Die Kristalle 
65 (6 4 g 80%) werden durch Filtration abgetrennt und die vereinigten Filtrate nach Einengen im Vakuum durch Flashchro- 
matographie [Petrolemer/Ettwlacetat 3:2—1:1] gereinigt Man erhalt weitere 1,35 g (17%) [DC (Ethylacetat): Rf = 
0,45; Schmp. = 256 °C; [a] 20 = +75,1° (c = 1,0/CH 2 C1 2 + 0,5% CH 3 0H)]. 
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L2.b) N-[D-Alanyl>balracylin 

Verhindung T.2.a (1 1,4 g, 25 mmol) wird in einer 33%-igen Txtaung von Rromwassersfoff in Eisessig (1 00 ml) gelost 
Nach 30 min. bei Raumtemperatur wird der Ansatz itn Vakuum auf 30 ml eingeengt und anschlieBend unter kraftigem 
Riihren in gesSttigte Nalriuiahydrogencarbonat-Losung (1000 ml) gegossen. Man riihrt fur 10 min. wetter, filtriert ab 
und w'ascht mit Wasser, wenig Isopropanol und Diethylether. Das Produkt fallt in gelbenKristallen (7,87 g, 98%) an [DC 
(Ethylacetat): R f = 0,06; Schmp. = 267°C (Zen.)]. 

I.2.c) N-[N-(tert-Butoxycaxbonyl)-seryl-D-alanyl]-batracylin 

Darstellung in Analogie zu Beispiel II. a aus N-(tert-Butoxycarbonyl)-serin und N-[D-AlanylJ-batracylin (Beispiel 
I.2.b);Ausb.:77%. 

1.2) N-[Seryl-D-alanyl]-batracylin, Trifluoracetat 
Darstellung in Analogic zu Beispiel LI aus Verbindung L2.c; Ausb.: 98%. 

Beispiel L3 

N-[^-(RLiorenyl-9-methoxycafbonyi)-lysyl~D-alanyl]-chinolon-a, ThduoraceLat 



10 



15 



20 




CF3COOH 



COOH 



25 



30 



35 



40 



45 



13 .a) N-[N- (tert-Butoxy carbonyl)-D-alanyl] -chinolon-a 

N-(tert-Butoxycarbonyl)-D-alanin (3 f 6g, 19,2rnmol) und 2-IsobuLoxy-l-isobutoxycarbonyl-l,2-dihydro-chinolin 
(5,8 g, 19,2 mmol) werden in 200 ml Dimethylformamid gelost Nach 8 h Riihren bei Raumtemperatur setzt man Chino- 
lon-a (4 g, 9,6 mmol) und EthyMisopropylarnin (3,3 ml) zu und bebandelt den Ansatz 10 h mit Ultraschail. Man engt 
ein, nimmt den Riickstand in Dichlonnethan auf und fallt mit Ether. Nach Filtration, Waschen mit Ether und Trocknen im 
Hochvakuum erhalt man 4,58 g (81 %) vom Zielprodukt, welches ohne weitere Reinigung umgesetzt wird. 

I3.b) N-(D-Alanyl]-chinoion-a, Trifluoracetat 



N a -(tert-Butoxycarbonyl)-N- e (fluorenyl-9-methoxycarbonyl)-lysin (1,57 g, 3,36 mmol) wird in Dimethylformamid 
(25 ml) gelost und bei 0°C mit N-Uydroxysuccinimid (600 mg, 5,04 mmol) und N,N'-Dicyclohexylcarbodiimid 
(820 mg, 4,03 mmol) versetzt. Nach 3 h filtriert man den entstandenen Hamstoff ab, gibt zum Filtrat 1,5 g (2,86 nunol) 
der Verbindung aus Beispiel 1.3, b) und riihrt 16 h bei Raumtemperatur. Restlicher Hamstoff wird ab filtriert und das Fil- 
trat durch Rash-Chromatographie [Dichlormethan/Methanol 97,5 : 2,5 90 : 10] gereinigt. AnschlieBend fallt man aus 



50 



S5 



4,56 g (7,75 mmol) der Verbindung aus obigem Beispiel werden in einer Mischung aus Dichlonnethan (50 ml) und 
wasserfreier Trirluoressigsaure (50 ml) bei 0°C gelost und 1 h bei dieser Ternperatur geruhrt Man engt ein, destilliert mit 
Dichlonnethan nach und fallt den Riickstand aus Methanol mit Diethylether urn. Man erhalt 4,07 g (87%) des kristallinen 
Zielproduktes [DC (Acetordtril/Wasser/Eisessig 5 : 1 : 0,2): Rf = 0,34]. 60 

I.3.c) N-[N a -(ten>Butoxycarbonyl)->^-(fluoren^^^ 
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Dichlorinelhan/MelhanoL 1 : 1 mil Dielhylelher uiil Ausb.: 1,5 g (56%) [DC(Dichloniiethan/Melhanol 9 : 1): Rf = 0,47]. 

T.3) N-n^-CFluorenyl-^melhoxycarhonyl^lysyl-D-alanyllchinolon-a, Trifluoracetat 

5 Abspaltung der lert-Butcxycarbonyl-Gruppe aus Verbindung 1.3 .c in Analogie zu Beispiel 1. 1 und Unif allung des Roh- 
produktes aus Methanol mit Diethylether ergibt gelbe Kristaile. Ausb.: 80% PC (Dicbioixaethan/Methanol/Airanoniak 
(I7%ig) 15:4; 0,5): 1^ = 0,36]. 

Beispiel L4 

10 

20-O- [N^^Fluorenyl- 9-methoxycarbonyl)-lysyl-alanyl]>camptothecin, Trifluoracetat 




COOH 



IAa) 20-0-(Alanyl)-camptothecin, Trifluoracetat 

40 Camptothecin (500 mg, 1,44 rninol) werden in absolutem Dimethylfonnamid (20 nil) gelost und dann rait 4-Dimethy- 
laminopyridin (50 mg) und N-tert-Butoxycarbonyl-atanin-N-carboxy-anhydrid (775 mg, 3,6 mmol) versetzt Nach 3 h 
werden wcitcrc 775 mg (3,6 mmol) N-tcrt-Butoxycarbonyl-alanin-N-carboxyanhydrid zugcgcbcn und die Suspension 
16 h mit Ultraschall behandelt. Man engt ein, nimmt das Rohmaterial in Dichlotmetban (50 ml) auf und gibtbei 0°C 5 ml 
Trifluoressigsaure zu. Nach 30 rnin. Riihren wird emeut eingeengt und das Produkt durch Rash-Chromatographie gerei- 

4S nigt (Acetonitril/Wasser 20 : 1). Die entsprechenden Fraktionen werden gesammelt, eingeengt und nach L6sen in Di- 
oxan/Wasser lyophilisiert. Man erhalt 712 mg (93%) der Zielverbinduag [FAB-MS: m/z = 420 (M+II) + ]. 

1.4) 20-O-[N e -(Fluorenyl-9-mcmoxyca^ Trifluoracetat 

50 Das Konjugat aus Beispiel 1.4. a wird nach S tandard- Vorschrift (siehe Beispiel 1. 1 .a) mi t N**- (tert-Butoxycaibonyl)-^- 
(fluorenyi-9-methoxycarbonyl)-lysin verknupft und anschlieBend in Analogie zu Beispiel 1.1 an der a-Aminofunktion 
deblockiert. Man erhalt die Zielverbinduag in einer Ausbeute von 24% [DC (Acetonitril/Wasser 20 : 1): Rf = 0,15]. 

Beispiele 1.1-1.3 

55 

TConjugate des Batracylins mit einer Aminosaure; aUgemeine Formel 
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1.1) N-[N-(4-Hydroxy-phenylaiiiino-lhiocarbonyl)-D-ulanyl]batracylin 

Edukt.: N-(D-alanyl)-bafracyHn 
Ausb.: 76% [DC (Ethylacetat/Eisessig 1O0 : 1): R f = 0,53; Schmp.: 185°C] 

1 .2) N-|N a -(4-Hydroxy-phenylainino-thiocarbonyl)-ly5yl]-batracyliri 

Edukt: N-p^-CFluorcnyl^-nicthoxycarbonylJ-lysyll-batracylii), Trifhioracetat 
Ausb.: 68% tiber 2 Stufen [DC (Dichlorrnethan/Methanol 5 : 1); Rf - 0,31; Schmp.; 162°C (Zers.)] 

1.3) N-[N e -(4-Hydroxy-phenylamino-thiocarbonyl)-lysyl]-batracyliii 

Edukt: N- [N a -(tert-Butoxycarbonyl)- lys yl]-b atracylin 
Ausb.: 71% tiber 2 Stufen [DC (Dichlorniethan/Methanol5 : 1): Rf = 0,30; Schmp.: 162°C (Zers.)] 

•0 

Beispiele 1.4-1.8 

v Konjugate des B atracy lins mit zwei Aminosauren; allgemeine Formel 



**■ i ^> ' c *j 



S R' 

R 



10 



15 



20 



25 



1 .4) N- (N a -(4-Hydroxy-phenylamino-thiocarbonyl)-lysyl-D-alanyl]bau-acylin 30 

Edukt: N- [^-(Piuorenyl-9-methoxycarbonyl)-ly syI-D-aIanyl]-balracyliu, IHfluoracetat, 
Ausb.: 70% iiber 2 Stufen [DC (Acetonitril/Wasser/Eisessig 5:1: 0,2): R f = 0,36] 

1 .5) N- [N-(4-Hy drQxy-phenylaiiiino-thiocarbonyl)-seryl-D-alanyl] batracylin 35 

Edukt.: N-(Seryl-D-a]anyl)-ba(racylin, Tnfluoracetat 
Ausb.: 45% [DC (Dichlormethan/Methanol/Ammomak 17%ig 15 : 2 : 0,2): R f = 0,32] 

1 . 6) N- [N-(4-Hydroxy-phenylamino-thiocarbonyl)-glutainyl-D-alanyl]batracylia 40 

Edukt N-(Glutamyl-D-alanyl)-batracylin 
Ausb.; 70% [DC (Dichlomethan/Methanol/Ainmoniak 17%ig 15 : 8 : 0,8): R f = 0,68] 

1.7) N-IJ^N^bis-^-Hydroxy-phenylamm^ 45 

Edukt: N-(Lysyl-seryl)-batracylin, Di-TrifluoracBtat 
Ausb.: 46% [DC ©ichlormethaji/Methanoi/Ammoiiiak 17%ig 15:3: 0,2): R f = 0,24; Schmp.: 155-157°C (Zers.)] 

1 .8) N- (N a - [N a ,N £ -bis-(4-Hydroxy-phenylajnino^ 50 

Edukt: N- [N a -Lysyl-K^-(fluoretiyl-9-methoxycarbonyl)-a f 3-diarninopropion.yl]-batracylin, Di-TVifluoracetat 
Ausb.: 39% iiber 2 Stufen [DC (Acetonitril/Wasser/Eisessig 5:1; 0,2): Rf = 0,54] 

55 



60 
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Beispielc 2.1-2,10 
Konjugatedes Chinolons-a miteiner Aminosaure; allgemeineForrnel 



5 

O 




COOH 



20 2, 1 ) N- [N-(4-Hydroxy- pbenylaimno-!hiocarbonyl)-alanyl] chinolon-a 

Edukt: N-(A1 any]) -chinolon-a, Trifluoracetat 
Ausb,: 48% [DC (Acetonitril/Wasser 10 : 1): Rf = 0,55] 

25 2.2) N- [N-(4-Hydroxy-phenylamino-thiocarbonyl)-D-alanyllchinolon-a 

Edukt: N-(D-Alanyl)- chinolon-a, Trifluoracetat 
Ausb.: 61% [DC (Dichlorra&than/Methanol/Eisessig 90 : 10 : 1): R f = 0,38] 

30 2.3) N-[>^-(4-Hy6Voxy-phenylairuno-tH Hydrochlorid 

Edukt: N-|^-(Fluorenyl-9-methoxycarbonyD^ Trifluoracetat 
salzfreie Vorstufe: 60% iiber 2 Stufen [DC (Dichlormelhan/Methanol/Anunoniak 17%-ig 10 : 10 : 3): Rf = 0,51 ; Schrnp.: 
221 °C (Zers.)] 

35 Hydrochlorid: Die Verbindung wird in Wasser suspendiert und der pH-Wert init 0,1 N Saizsaure auf 2-3 eingestellt. Nach 
Filtration wird das Filtrat lyophilisicrt. 

2.4) N-[T^-(4~Hydroxy-phenylamino-thiocarbon^ Hydrochlorid 

40 Edukt: N- [N^fRuorenyl-^niethoxycarbonyO-lysylJ-chuiolon-a, Trifluoracetat 
Ausb.: 74% iiber 2 Stufen [DC (Acetomtril/Wasser/Eisessig 5:1: 0,2): Rf = 0,33] 

2.5) N- [N^N^-bis^Hydroxy-phe^ 

45 Edukt: N-(D-Lysyl)-chinolon-a, Di-Trifluoracetat 

Ausb.: 59% [DC (Acetorritril/Wasser/Eisessig 5 : 1 : 0,2): R f = 0,33; Schmp.: 186°C] 

2.6)N-[N u -(4-Hydb:oxy-phenylairrino-^ Hydrochlorid 

50 Edukt: N- [N 5 - (Ruorenyl-9-rnethoxy carb onyl)-omithy I] -chinolon-a, THfluoracctat 

saizfreie Vorstufe: 47% iiber 2 Stufen [DC pichlormethan/Metbanoi/Ammoniak 17%ig 10 : 10 : 3): R f = 0,36; Schmp.: 
21 1°C (Zers.)] 

Hydrochlorid: Die Verbindung wird in Wasser suspendiert uud der pH-Wert mit 0,1 N Saizsaure auf 2-3 eingestellt Nacb 
Fillralion wird das Filtrat lyophilisierL 

55 

2.7) N-fT^-CPhenylarnino-thiocarbonylJ-lysyll-chinolon-a 

Edukt: N- ^-(Fluorenyl-9-methoxycarbonyl)-lysyl]-chinolon-a, Trifluoracetat 
Ausb.: 58% iiber 2 Stufen [DC (AcetonitrilAVasser/Eisessig 5 : 1 : 0,2): Rf = 0,48] 

60 

2.8 ) N- [N a -(4-bothiocyanato-pbenylairunchthiocarbonyl)-lysyUcrunoLon^ 

Edukt: N-[N E -(Fluorenyl-9-melhoxycarbonyl)-lysyl]-chinolon-a f Trifluoracetat 
Ausb.: 73% iiber 2 Stufen [DC (Acetonitril/Wasser/Eisessig 5:1: 0,2): Rf & 0,38] 

65 

2.9) N-[>^-(4-Carboxy-phenylarnino-thiocarbonyl)-lysyl]- chinolon-a 
Edukt: N- [N € -(Fluorenyl-9-methoxycarbonyI)-lysyl]-chinolon-a, Trifluoracetat 
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Ausb.: 62% uber 2 Slufen [DC (Acelonilril/Wasser/Eisessig 10 : 3 : 1,5): Rf= 0,6] 

2. 1 0) N-[>^-(?henyl-Tnethyl-amino-t>iiocarbonyl)-lysy1]-chinolon-a 

Edukt: N- [N E -(Pluorenyl-9-methoxycarbonyl)-lysyl]-chinolon-a, Trifluoracetat 
Ausb.: 59% liber 2 Stufen [DC (Acetorutril/Wasser/Eisessig 5 : 1 : 0,2): Rf = 0,44] 

Bcispiel2.11 

Konjugate des Chinolons-a mit zwei Aminosauren; allgeraeine Formel 



10 




COOH 



IS 



20 



25 



2.11) N-[>^-(4-Hydroxy-phenylamirio-thiocarbonyl)-ly5yl-D-alanyli chinolon-a 

Edukt N- [N e -(Ruorenyl-9-methoxycarbonyl)-ly syl-D-alanyl]-cbinolori-a Trifluoracetat 
Ausb.: 53% iibcr 2 Stufen [DC (AcetorutruTWasser/Eisessig 5:1: 0,2) Rf = 0,33] 

Beispiel 3 

Konjugate des Doxorubicins; allgemeine Formel 



30 



35 




3) N-[N a -(4-Hydroxy-phenylaxnino-^ 

Edu&: N4N e -(nuorenyl-9-me&oxy 
Ausb.: 46% uber 2 Stufen [DC (Acetonitril/Wasser/Eisessig 5:1: 0,2): Rf = 0,2; FAB-MS: m/z = 894 (M+H)+] 



40 



45 



50 



55 



60 



65 
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Beispiele 4.1-4.11 
Konjugate des Camptothecins; allgemeine Formel 



5 

O 



10 



15 




4.1)20-O-[>J a -C4-Hyclroxy-phenylan^ 

20 Edukt: 20-O- [N £ -(Ruorenyl-9-iriemoxycarbonylHysyl-al^ Trilluoracelal 
Ausb.: 80% Qber 2 Stufen [DC (Acetonitril/Wasser/Eisessig 5:1: 0,2): Rf = 0,32] 

4.2) 20-O~[N a -(4-Hydroxy-phenylarmno^ Hydrochlorid 

25 Edukt: 20-O [N E -(Ruorenyl-9-metboxycarbonyl)-lysyl-leucyl]-cainptothecin, Trifluoracetat 
salzfreie Vorstufe: 71% iiber 2 Stufen PC (Acetonirril/Wasser/Eisessig 5 : 1 : 0,2): R f = 0,48] 

Hydrochlorid: Die Verbindung wird in Dioxan/Wasser gelost und mit einem Aquivalent einer 0, 1 N Salzsaure ins Hydro- 
chlorid iiberfuhrt, Die resultierende Losung wird anschlieSend lyophilisiert. 

30 4.3) 20-O [N* 1 - (4-Hydroxy-phenylamino- thiocarbonyl)-lysyiphenylalanyl]-camptothecin 

Edukt: 20-0-[N c -(Huorenyl-9-methoxycarbonyl)4ys 
Ausb.: 75% uber 2 Stufen [DC (Acetonitril/Wasser/Eisessig 5:1: 0,2): Rf = 0,33] 

35 4.4) 20-O-[N a -(4-Hydroxy-phenylamm^ Hydrochlorid 

Edukt 20-O^N E -(FIuareny1-9-methoxycarbonyl)-lysyW^^ 
salzfreie Vorstufe: 68% uber 2 Stufen [DC (AcetonitrilAVasser/Eisessig 5:1: 0,2): R f = 0,35; FAB-MS: m/z = 727 
(M+H) + ] 

40 Hydrochlori± Die Verbindung wird in Dioxan/Wasser gelost und mit einem Aquivalent einer 0,1 N Salzsaure ins Hydro- 
chlorid uberfuhrL Die resultierende Losung wird anschlieBend lyophilisiert. 

4.5) 20-O-[N rt -(4-Carboxy-phenylarmno-to Hydrochlorid 

45 Edukt: lO-O-IN^-^uorenyl^-metooxycarbonyl)-^ Trifluoracetat 
salzfreie Vorstufe: 79% liber 2 Stufen [DC (Acetonitril/Wasser/Eisessig 5 : lj 0,2): R f = 0,46] 

Hydrochlorid: Die Verbindung wird in Dioxan/Wasser gelost und mit einem Aquivalent einer 0,1 N Salzsaure ins Hydro- 
chlorid uberfuhrL Die resullierende Losung wird anschlieBend lyophilisiert. 

50 4.6) 20-O-[N a -(4'Clnor-phenylannno-Uiiocai^onyl)-lysyl-valyl]camptothecin, Hydrochlorid 

Edukt: 20-O-[N e -(Ruorenyl-9"methoxycarbonyl)4ysyl-valyl]-camptothecin, Trifluoracetat 
salzfreie Vorstufe: 86% uber 2 Stufen [DC (Acetonitril/Wasser/Eisessig 10 : 1 : 0,1): Rf = 0,24] 

Hydrochlorid: Die Verbindung wird in Dioxan/Wasser gelost und mil einem Aquivalent einer 0,1 N Salzsaure ins Hydro- 
55 chlorid uberfuhrL Die resultierende Losung wird anschlieBend lyophilisiert. 

4,7) 20-0-[N a -(Phenylanimo-thiocarbonyl)-lysyl-valyl]-camptomeci 

Edukt: 20-O-[N e -(Huorenyl-9-memoxycarbonyl)4ysyl-valyl]-camptothedn,^ 
60 salzfreie Vorstufe: 67% iiber 2 Stufen [DC (Acetonitril/Wasser/Eisessig 5 : 1 j 0,2): Rf = 0,5] 

Hydrochlorid: Die Verbindung wird in Dioxan/Wasser gelost und mit einem Aquivalent einer 0, 1 N Salzsaure ins Hydro- 
chlorid uberfuhrL Die resultierende Losung wird anschlieBend lyophilisiert 

4.8) 20-O-[^-CPbenyl-memyl-aniino-thiocarbonyl)-lysyl-valyi]camptothecin 1 Hydrochlorid 

65 

Edukt: 20-O-[^-(Fluorenyl-9-methoxycarbonylH 
salzfreie Vorstufe: 55% uber 2 Stufen [DC (Acetonitril/Wasser/Eisessig 5 : 1 : 0,2): Rf = 0,5] 

Hydrochlorid: Die Verbindung wird in Dioxan/Wasser gelost und mit einem Aquivalent einer 0,1 N Salzsaure ins Hydro- 
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chlorid UberfuhrL Die resullierende Losung wird anschheflend lyophilisiert. 

4.9) 20-O-[N a ,N e -bis-(4-Hydroxy-pheny1amino4^^^ 

Edukt: 20-O-(Lysyl-alanyl)-cainptothecin, Di-Trifluoracetat 5 
Ausb.: 64% [DC (Acetonitril/Wasser 10 : 1): R f = 0,72] 

4,10) 20-O-[f^,^-bis-(4-Hyaroxy-phenylar^ 

Edukt: 20-O-(Lysyl-D-alanyl)-camptothecin, Di-Trifluoracetat 10 
Ausb.: 77% [DC (Acetorntrfl/Wasser 20 : 1): Rf = 0,40; FAB-MS: m/z = 850 (M-fH) + ] 

4.11)20-O-[N a ,NM>is-(4-Hydroxy-pte 

Edukt: 20- Q-(Lysyl-phenyialanyl)-camptomecin, D i-Trifluoracetat l s 

Ausb.: 84% [DC (Acetonitril/Wasscr 20 : 1): R f = 0,6] 

Patentanspriiche 

1 . Die Erfindung betriITt Verbindungen der allgemeinen Fonnel (I) 20 

S 

(Ar-X-NH-C-) n M-C M 

worin 

s 

(Ar-X-NH-C— ) n 

fur 1 bis n' gleiche oder voneinander verschiedene Gruppierungen 

35 

s 

Ar-X-NH-C — 

40 

steht, wobei n eine Zahl 1 bis n' bedeutet und n' der maxirnalen Zahl moglicher Ankniipfungsstellen von M ent- 

spricht, 

worin 

Ar fur einen Arylrest mit bis zu 10 Kohlenstoffatomen steht, der zusatzlich zu X gegebenenfalls ein- oder mehrfach 
substituiert sein kann durch Alkyl mit bis zu 6 Kohlenstoffatomen, Alkoxy mit bis zu 6 Kohlenstoffatomen, Alk- 45 
oxycaxbonyl mit bis zu 6 Kohlenstoffatomen, Carboxy, Carboxylalkyl mit bis zu 6 Kohlenstoffatomen, Cyano, Ni- 
tre, Isocyanato, Isothiocyanato, Halogen, Sulfonyl und/oder Sulfonamid, 
X fur eiae direkte Einfachbindung oder for Alkylen mit bis zu 6 Kohlenstoffatomen steht, 

M fur ein Mono-, Di-, Tri- oder Tetrapeptid steht, das Qber die a-Arninogruppe und/oder iiber Amino- und/oder Hy- 
droxy gruppen der Seitenketten mit den n gleichen oder yoneinander verschiedenen Gruppierungen 50 

s 

Ar-X-NH-C— 5J 

verkniipftist, wobei weitere funktionelle Gruppen des Peptids gegebenenfalls Schutzgruppen tragen konnen, und 
C fur einen Rest eines Cytostatikums oder eines Cytostatikum-Derivats steht, das tlber eine Aminofunkdon oder 
iiber ein Sauerstoffatom mit M verkniipftist, 

sowie deren Stereoisomere, Stereoisomerengemische und Salze. 60 

2. Verbindungen gemafi Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daJ3 

Ar fur einen Phenyirest steht, der para-standig zu X noch Hydroxy, Carboxy, Isothiocyanato oder Halogen tragen 
kann, 

sowie deren Stereoisomeren, Stereoisomerengemische und Salze. 

3. Verbindungen gemaB einern der Anspriiche 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB 65 
X fur eine Einfachbindung oder fur Methylen steht, 

sowie deren Stereoisomeren, Stereisomerengemischeund Salze. 

4. Verbindungen gemaB einem der Anspriiche 1, 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, daB 
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M fur ein Mono- oder fur ein Dipeptid slehL, das iiber die a-Arninogruppe und/oder Amino- und/oder Hydroxygrup- 
pen der Seitenketten mit den 1 bis n gleichen oder voneinander verschiedenen Gruppierungen 



5 S 

Ar-X-NH-C— 

verknupft ist, wobei weitere funktionelle Gruppen des Pepdds gegebenenfalls Schutzgruppen tragen kbnnen, 
10 sowie deren Stereoisomeren, Stereoisomerengenrische und Salze, 

5. Verbindungen gema13 einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurcb gekennzeichnet, daB die Peptide M aus Aminos au- 
rerestcn bestehen, die sich ableiten von Alanin, Asparaginsaure, Glutaminsaure, Glycin, Leusin, Histidin, Lysin, 
Ornithin, Serin, Tyrosin, Valin oder Diaminopropionsaure, wobei mehrere Aminosaurereste sowohl iiber die 
a-Amincgruppe als auch gegebenenfalls iiber die Seitenketten-Aminofimktiouen und auch iiber beide Funktionen 

1 5 - pep ti disoh yerkntipft sein konnen, 

sowie deren Stereoisomere, Stereoisomerengemische und Salze. 

6. Verbindungen gemafl einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB C fur einen Batracyiin-, Me- 
thotrexate, Chinolbn-a-, Etoposid-, Melphalan-, Taxol-, Camptothecin-Rest, ein im A-Ring oder B-Ring modifizier- 
tes Camptothecin-Deiivat, einen Daunoraycin- oder Doxorubicin-Rest stent, wobei C iiber eine Amino- oder Hy- 

20 droxyfunklion miL M verkntipfl isl, 

sowie deren Stereoisomere, Stereoisomerengemische und Salze. 

7. Verfahren zur Herstellung von Verbindungen der allgemeinen Formel (T) gemaR Anspruch T, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man Verbindungen der allgemeinen Formel (II) 

25 M'-C (II), 

worin C die in Anspruch 1 angegebene Bedeutung hat und M* fur einen in Anspruch 1 definierten Rest M stent, der 
an den gewiinschten Verkuupfungsstellen Wasserstoffatome tragt und dessen tibrige potentielle Verknupfungsstel- 
len durch Schutzgruppen blockiert sind, 
30 mit Verbindungen der allgemeinen Formel (IE) 

Ar-X-N = C = S (HI) 

in geeigneten Losemitteln in Gegenwart einer Base zu Verbindungen der allgemsinen Formel (la) 

35 



Ar-X-NH-C -M M -C 

40 

umsetzt, 

worin Ar, X und C die oben angcgcbcncn Bcdcutungcn baben und M" fur cincn Rest M stcht, dessen wcitcrc poten- 
delle Verkuupfungsstellen durch Schutzgruppen blockiert sind, und im Fall der Einfiihrung weiterer Gruppen 

45 

s 

Ar-X-NH-C— 

50 die sich von der bzw. den zunachst eingeruhrten unterscheiden, die entsprechenden Schutzgruppen gegebenenfaLis 

selektiv von den Verbindungen der Formel (la) abspaltet, diese in der oben angegebenen Weise mit weiteren Ver- 
bindungen der allgemeinen Formel (HI), die sich von den zunachst eingefuhrten unterscheiden, umsetzt und gege- 
benenfalls diese Reaktionssequenz zu Einfubrung weiterer von den eingefuhrten Resten verschiedener Reste 

55 

s 
II 

Ar-X-NH-C — 

60 wiederholt, 

und daB man verblelbende Schutzgruppen gegebenenfalls abspaltet, 

daB man weiterhin gegebenenfalls nach ublichen Methoden die Stereoisomeren trennt und daB man gegebenenfalls 
die Verbindungen in ihre Saize uberfiihrt 

8. Verwendung der Verbindungen der allgemeinen Formel (I) gemaB Anspruch 1 zur Herstellung von Arzneimit- 
65 tein. 

9. Arzneimittel enthaltend Verbindungen der allgemeinen Formel (I) gemafl Anspruch 1. 
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